Identificación de metabolitoa secundarios en critoniella acuminata (Kunth) R. M. King y H. Rob determinación de su actividad antioxidante y citotóxica by Sánchez Medigaño, Karen & Perdomo González, Edward
 IDENTIFICACIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN Critoniella acuminata 
(Kunth) R.M. King y H.Rob. DETERMINACIÓN DE SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
Y CITOTÓXICA. 
 
 
 
  
 
 
 
KAREN JOHANNA SÁNCHEZ MENDIGAÑO 
COD: 1016060339 
EDWARD PERDOMO GONZÁLEZ  
COD: 1031133662 
 
 
 
 
 
 
 
 
UNIVERSIDAD DE CIENCIAS APLICADAS Y AMBIENTALES (U.D.C.A) 
FACULTAD DE CIENCIAS 
PROGRAMA DE QUÍMICA 
TRABAJO DE GRADO 
BOGOTÁ, 2018 
2 
 
IDENTIFICACIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN Critoniella acuminata 
(Kunth) R.M. King y H.Rob DETERMINACIÓN DE SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
Y CITOTÓXICA. 
 
 
 
 
KAREN JOHANNA SÁNCHEZ MENDIGAÑO 
COD: 1016060339 
EDWARD PERDOMO GONZÁLEZ  
COD: 1031133662 
 
 
 
TRABAJO DE GRADO PARA OPTAR AL TÍTULO DE QUÍMICO 
 
 
 
 
DIRECTOR 
RUBÉN DARIO TORRENEGRA GUERRERO 
 
 
 
 
 
UNIVERSIDAD DE CIENCIAS APLICADAS Y AMBIENTALES (U.D.C.A) 
FACULTAD DE CIENCIAS 
PROGRAMA DE QUÍMICA 
TRABAJO DE GRADO 
  BOGOTÁ, 2018 
3 
 
IDENTIFICACIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN Critoniella acuminata 
(Kunth) R.M. King y H.Rob DETERMINACIÓN DE SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
Y CITOTÓXICA. 
 
 
 
 
 
 
 
KAREN JOHANNA SÁNCHEZ MENDIGAÑO 
EDWARD PERDOMO GONZÁLEZ  
 
 
 
 
 
 
 
____________________________ 
 RUBEN DARIO TORRENEGRA 
DIRECTOR  
 
 
 
 
 
 
 
JURADO JURADO 
 
4 
 
DEDICATORIA  
 
Dedicamos este trabajo a Dios quien nos dio vida y nos llenó de sabiduría e inteligencia para recorrer 
muestro trayecto profesional que estuvo lleno de alegrías, gran aprendizaje, esfuerzo, dedicación y 
triunfos permitiéndonos conocer y compartir con personas inolvidables. 
 
A nuestros padres que nos brindaron su apoyo y confianza incondicional, por sus consejos y paciencia 
durante toda nuestra carrera profesional. Por sus ejemplos de perseverancia y constancia, 
motivándonos día a día, y principalmente por su amor incondicional y compañía en cada paso 
decidimos dar solamente palabras de agradecimiento y de gratitud a ellos. 
 
 
 
 
 
5 
 
AGRADECIMIENTOS  
 
Al profesor Rubén Darío Torrenegra por permitirnos hacer parte del grupo de investigación 
PRONAUDCA por su tiempo y dedicación, además de paciencia que nos tuvo para impulsarnos 
al desarrollo de este trabajo investigación con su conocimiento.  
 
A la profesora Gina Marcela Méndez Callejaz por su colaboración y enseñanza en la realización 
de ensayos de laboratorio.  
 
A las personas encargadas del laboratorio química de la Universidad de Ciencias Aplicadas y 
Ambientales (UDCA) que me brindaron su apoyo en el uso de material y equipos de laboratorio 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 
 
TABLA DE CONTENIDO 
ÍNDICE DE FIGURAS................................................................................................................... 8 
ÍNDICE DE TABLAS .................................................................................................................... 9 
ÍNDICE DE GRAFICAS .............................................................................................................. 10 
ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS ........................................................................................... 11 
RESUMEN ................................................................................................................................... 12 
INTRODUCCIÓN ........................................................................................................................ 13 
1 OBJETIVOS .......................................................................................................................... 14 
1.1 Objetivo General ............................................................................................................ 14 
1.2 Objetivos Específicos ..................................................................................................... 14 
2 MARCO TEÓRICO .............................................................................................................. 15 
2.1 Generalidades botánicas y morfológicos de la especie Critoniella acuminata .............. 15 
2.2 Metabolitos Secundarios ................................................................................................ 16 
2.2.1 Cumarinas ............................................................................................................... 17 
2.3 Estudios Fitoquímicos de la especie Critoniella acuminata .......................................... 18 
2.4 Actividad antioxidante ................................................................................................... 20 
2.4.1 Método de captación de radicales libres por DPPH● (1,1-difenil-2- picrilhidrazina)
 20 
2.5 Citotoxicidad .................................................................................................................. 21 
2.5.1 Método para determinar la viabilidad celular por MTT 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazol .................................................................................................................. 21 
3 METODOLOGÍA .................................................................................................................. 23 
3.1 Recolección y preparación del material vegetal ............................................................. 23 
3.2 Extracción....................................................................................................................... 23 
3.2.1 Extracción por Soxhlet ............................................................................................ 23 
3.2.2 Floculación .............................................................................................................. 24 
3.3 Fraccionamiento y Purificación ..................................................................................... 24 
3.4 Actividad Antioxidante por el método DPPH● (1,1-difenil-2- picrilhidrazina) ............. 27 
3.5 Actividad citotóxica por el método de MTT 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol
 27 
4 RESULTADOS Y ANÁLISIS .............................................................................................. 29 
7 
 
4.1 Evaluación del rendimiento ............................................................................................ 29 
4.2 Análisis estructural del Ct2. ........................................................................................... 30 
4.2.1 Características físicas .............................................................................................. 30 
4.2.2 Análisis por RMN 1H. ............................................................................................. 31 
4.2.3 Análisis por  RMN 13C JMOD ................................................................................ 33 
4.3 Evaluación actividad antioxidante por el método DPPH● (1,1-difenil-2- picrilhidrazina)
 34 
4.4 Evaluación de actividad citotóxica por el método de MTT 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol ............................................................................................................................ 37 
5 CONCLUSIONES ................................................................................................................. 40 
6 RECOMENDACIONES ....................................................................................................... 41 
7 BIBLIOGRAFÍA ................................................................................................................... 42 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 
 
ÍNDICE DE FIGURAS  
Figura 1. Morfología de Critoniella Acuminata. A) Inflorescencias, B) Hojas, C) Ejemplar Seco
....................................................................................................................................................... 15 
Figura 2. Estructura química general de las cumarinas, con los sustituyentes más comunes....... 17 
Figura 3. Diversidad estructura de las cumarinas. (Ortiz , Puerto, Vargas, & Kouznetsov, 2018)
....................................................................................................................................................... 18 
Figura 4. Estructura del DPPH● antes y después de la reacción con el antioxidante ................... 21 
Figura 5.Reducción del bromuro de MTT a su formazan.(Grela, Kozłowska, & Grabowiecka, 
2018) ............................................................................................................................................. 22 
Figura 6. Cromatografía en capa delgada observadas a UV  A) a 255 nm,  B) a 366 nm ............ 24 
Figura 7. CCD del fraccionamiento CC en CHCl3 ....................................................................... 25 
Figura 8. Diagrama general de extracción, fraccionamiento y purificación de metabolitos 
secundarios. ................................................................................................................................... 26 
Figura 9. CCD comparativa entre hojas (1) e inflorescencias (2). FE:(silicagel 60 Merck 0.063-
0.200 mm) FM: CHCl3. A (revelador UV a λ=254 nm) y B (revelador fluorescencia a λ=366 nm)
....................................................................................................................................................... 29 
Figura 10. CCD observada a λ=366 nm. a) CHCl3; b) CH2Cl2 .................................................... 30 
Figura 11. Nombre IUPAC  2H-[1,3]dioxol[4,5-g]cromen-2-ona o 6,7-metilendioxicumarina .. 34 
Figura 12. Estructura molecular del compuesto 2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-
cromen-4-ona (Quercetina). .......................................................................................................... 35 
 
 
 
 
 
 
9 
 
ÍNDICE DE TABLAS  
Tabla 1. Clasificación taxonómica de la especie vegetal Critoniella acuminata .......................... 16 
Tabla 2. Estructuras químicas de metabolitos secundarios encontrados en el género Critoniella 19 
Tabla 3. Rendimiento de los extractos .......................................................................................... 29 
Tabla 4. Relación entre las distancias recorrida por el compuesto y por el eluyente desde el origen 
de la placa. .................................................................................................................................... 30 
Tabla 5. Datos de RMN 1H del compuesto Ct2. Comparación entre los resultados experimentales 
y datos bibliográficos. ................................................................................................................... 32 
Tabla 6. Datos de RMN 13C del compuesto Ct2 ........................................................................... 34 
Tabla 7.Ecuación de la recta y coeficiente de correlación de la actividad citotóxica del ETH de 
Critoniella acuminata. ................................................................................................................... 38 
Tabla 8.Concentración inhibitoria  (IC50) del ETH frente a líneas celulares de A549 y PC3 MDA-
MB231 con 48 horas de tratamiento. ............................................................................................ 39 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 
 
ÍNDICE DE GRAFICAS  
Grafica 1. Espectro UV del compuesto Ct2. Presenta un máximo de absorción a una longitud de 
onda de 345 nm. ............................................................................................................................ 31 
Grafica 2. Espectro de RMN 1H de  compuesto Ct2..................................................................... 32 
Grafica 3. Espectro de RMN 13C JMOD (75 MHz CDCl3) del compuesto Ct2. .......................... 33 
Grafica 4. Grafico comparativo entre los compuestos y los extractos, con el patrón de quercetina.
....................................................................................................................................................... 35 
Grafica 5. Porcentaje de actividad antioxidante de los extractos totales. ..................................... 36 
Grafica 6. Porcentaje de actividad antioxidante de los compuestos obtenidos de Critoniella 
acuminata. ..................................................................................................................................... 36 
 Grafica 7. Porcentaje de viabilidad celular frente al tratamiento con ETH sobre líneas celulares de 
PC3, A549, MDA-MB231 determinado por la técnica in vitro MTT. ......................................... 37 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11 
 
ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS  
 
CC1. Primera cromatografía en columna. 
CC2. Segunda Cromatografía en columna. 
CCD. Cromatografía en capa delgada.  
CH2Cl2. Diclorometano. 
CHCl3. Cloroformo.  
Ct1. Compuesto uno 
Ct2. 2H-[1,3]dioxol[4,5-g]cromen-2-ona  o 6,7-metilendioxicumarina 
DMEM. Dulbecco modified Eagles minimal essential médium. Por sus siglas en inglés. 
DMSO. Dimetilsulfóxido. 
DPPH˙.1, 1-difenil-2- picrilhidrazina. 
EMEM. Eagle's Minimum Essential Medium. Por sus siglas en inglés.  
ETF. Extracto total de Inflorescencias. 
ETH. Extracto total de hojas. 
EtOH. Etanol. 
ETSH. Extracto total sobrenadante de hojas.  
m.s.n.m. Metros sobre el novel del mar. 
JMOD. Modulación en J.  
MeOH. Metanol. 
MHz. Mega Herzios. 
MTT.  3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol. 
RMN 13C. Resonancia Magnética Nuclear de carbono 13. 
RMN 1H. Resonancia Magnética Nuclear de hidrogeno (protón). 
rpm. Revoluciones por minuto. 
UV/Vis. Ultravioleta/Visible. 
 
 
 
 
 
12 
 
 
RESUMEN  
 
La especie Critoniella acuminata perteneciente a la familia de las asteráceas, ha sido objeto de 
estudio en diversas investigaciones, donde se han logrado aislar compuestos de tipo flavonoide, 
feniletilamidas, derivados del farneseno, cumarina y carbinol. Se ha encontrado que tiene actividad 
antiinflamatoria y efecto anticonceptivo. Con el propósito de seguir estudiando la actividad 
biológica de la especie Critoniella acuminata, en la presente investigación se estudiaron las hojas 
e inflorescencias donde: inicialmente el material vegetal se sometió a una extracción por soxhlet, 
usando como solvente etanol, con el fin de extraer la mayor parte de los compuestos. 
Posteriormente se hizo una floculación etanol: agua 50:50, al extracto se le realizó un 
fraccionamiento por métodos cromatográficos en columna con diclorometano y cloroformo, 
llevando a cabo un monitoreo de la pureza de las fracciones obtenidas por medio de cromatografía 
de capa delgada (CCD). La elucidación estructural del compuesto se desarrolló mediante espectros 
RMN 1H, RMN 13C JMOD y UV-Vis. En este estudio se identificó el compuesto de tipo cumarina 
2H-[1,3]dioxol[4,5-g]cromen-2-ona (ayapina). Se  evaluó a los extractos totales de hojas e 
inflorescencias y al compuesto  ayapina la actividad antioxidante, por el método de captación de 
radicales libres DPPH˙, utilizando como patrón de referencia la Quercetina. Además  se determinó 
la actividad citotóxica por el método de viabilidad celular MTT utilizando como control positivo 
Vincristina. El compuesto demostró bajas actividades debido a que su estructura molecular es 
medianamente apolar, y no posee grupos donores de electrones e hidrógenos. 
 
 
Palabras claves: Critoniella acuminata, ayapina, actividad antioxidante, actividad citotóxica, 
RMN, DPPH˙, MTT. 
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INTRODUCCIÓN  
 
Las plantas dentro de su hábitat cumplen con diversas funciones, son responsables de una gran fuente 
de sustancias químicas llamados metabolitos secundarios que caracterizan a cada especie 
permitiéndole su supervivencia, puesto que tienen funciones como mecanismos de defensa para 
atraer, resistir o inhibir a otros organismos. (Martínez et al., 2008) 
La especie vegetal Critoniella acuminata (Kunth) R.M. King y H.Rob, se caracteriza por ser un 
arbusto herbáceo, con aroma floral, presenta inflorescencias blancas comúnmente conocida como 
patinegra, gerrillo o Santamaría (Gampo & Tortosa, 2012.). Es de interés medicinal debido a sus 
usos tradicionales tales como: desinfectante, cicatrizante y antiinflamatorio. En estudios hechos a 
los extractos en diclorometano y etanol de las partes áreas de la especie vegetal  Critoniella 
acuminata se han identificado compuestos de tipo flavonoide, feniletilamidas, derivados del 
farneseno, ayapina y carbinol (Vesga., 2003). Además de se ha determinado que presenta actividad 
antiinflamatoria (Medina et al., 2007) y efecto anticonceptivo (Muñoz et al., 2009). Sin embargo 
no se ha evaluado si los extractos y los metabolitos secundarios presentes en la especie tienen 
actividad citotóxica y actividad antioxidante. La valoración de los extractos de hojas e 
inflorescencias brindara conocimiento sobre su química  y aprovechamiento como planta 
medicinal. 
Con el fin de continuar con el estudio de la actividad farmacológica de esta especie, como objeto 
de investigación se identificó qué tipo de metabolitos secundarios se encuentran presentes en las 
hojas e inflorescencias de esta planta y si presentan capacidad antioxidante y actividad citotóxica. 
Por esta razón el presente trabajo responde a la siguiente pregunta problema: ¿Qué metabolitos 
secundarios pueden aislarse e identificarse de las hojas e inflorescencias de la especie vegetal 
Critoniella acuminata (Kunth) R.M. King y H.Rob y cuál es su actividad antioxidante y actividad 
citotóxica? 
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1 OBJETIVOS  
1.1 Objetivo General 
Identificar metabolitos secundarios presentes en la especie vegetal Critoniella acuminata (Kunth) 
R.M. King y H.Rob mediante métodos fisicoquímicos y evaluar su actividad antioxidante y 
actividad citotóxica. 
1.2 Objetivos Específicos 
1.2.1 Obtener mediante métodos de extracción y separación, metabolitos secundarios presentes 
en las hojas e inflorescencias de Critoniella acuminata. 
1.2.2 Purificar e identificar metabolitos secundarios obtenidos en los extractos de las hojas e 
inflorescencias de Critoniella acuminata.    
1.2.3  Valorar la actividad antioxidante de los extractos totales y de los metabolitos secundarios 
identificados, mediante la técnica de captación de radicales libres DPPH●   
1.2.4 Determinar la actividad citotóxica en los extractos totales y de los metabolitos secundarios 
identificados mediante el método de MTT. 
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2 MARCO TEÓRICO 
2.1 Generalidades botánicas y morfológicos de la especie Critoniella acuminata  
El género Critoniella perteneciente a la familia Asteráceae, comprende 6 especies originarias de 
Sudamérica.  La especie Critoniella acuminata, (Figura 1) (Eupatorium acuminatum Kunth, 
Eupatorium pellucidum Kunth, Eupatorium tolimense Hiero) se caracteriza morfológicamente  por 
ser un arbusto herbáceo de hasta 3 m de altura con tallos hexagonales y aristados, corteza lisa, 
ramas y hojas opuestas pecioladas de unos 18 cm de largo, de forma casi triangular y margen 
aserrada, con inflorescencias dispuestas en cabezuelas que forman racimos casi esféricos blancas, 
purpuras y glabras (Gampo & Tortosa, 2012.). 
 
Figura 1. Morfología de Critoniella Acuminata. A) Inflorescencias, B) Hojas, C) Ejemplar Seco 
Esta especie habita en las zonas altas del extremo norte de la Cordillera de los Andes, a una altura 
de 1320 a 2180 m.s.n.m., en Colombia, Ecuador, Perú y Venezuela. En territorio colombiano se 
encuentra en los departamentos de Antioquia, Boyacá, Caquetá, Cauca, Cesar, Chocó, 
Cundinamarca, Huila, Magdalena, Quindío, Risaralda, Santander y Tolima. Es comúnmente 
conocida como: Patinegra, gerillo, jarilla,  almoraduz, chilca, chupadera, esmeraldo, margaritón 
de monte, salvio, Santamaría y trébol aromatizador. En la tabla 1 se relaciona la clasificación 
taxonómica de la especie estudiada (Avila, Funk, Diazgranados, Díaz-Piedrahíta y Vargas, 2015). 
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En medicina tradicional es utilizada para tratar enfermedades de la piel, curación de eczemas y 
para el tratamiento del cáncer, como antiinflamatorio, carminativo y desinfectante. (Medina, 
Najas, & Caicedo, 2007) 
Tabla 1. Clasificación taxonómica de la especie vegetal Critoniella acuminata 
Taxonomía 
Reino Plantae 
División Tracheophyta 
Clase Magnoliopsida 
Orden Asterales 
Familia Asteraceae 
Genero Critoniella 
Epíteto especifico Acuminata 
Autor del Epíteto 
especifico 
(Kunth) R.M.King & H.Rob. 
Nombre científico Critoniella acuminata (Kunth) 
R.M.King & H.Rob. 
 
2.2 Metabolitos Secundarios  
Los metabolitos secundarios son subproductos obtenidos mediante procesos metabólicos que 
ocurren en ciertas especies, siendo particulares dentro de un grupo taxonómico. No son esenciales 
para la supervivencia del organismo y son marcadores quimiotaxonómicos. Algunos se producen 
bajo condiciones específicas o externas tales como; ataques patógenos, depredadores, cambios 
térmicos o lumínicos o deficiencias nutricionales. Se producen para proporcionar mecanismos de 
defensa contra depredadores, generar sustancias volátiles que sirven como atrayentes de otras 
especies, o producir agentes colorantes para atraer o advertir a otras especies. Los metabolitos 
secundarios pueden clasificarse dentro de cinco grupos, de acuerdo con su base biosintética: 
fenilpropanos, acetogeninas, terpenoides, esteroides y alcaloides.(Martínez, Valencia, Jimenez, 
Mesa, & Galeano, 2008)  
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2.2.1 Cumarinas 
Las cumarinas son metabolitos secundarios C6C3, cuyo heteroátomo es el oxígeno, provenientes 
de los vegetales principalmente en las partes aéreas. Son derivados del ácido shikímico, conduce 
a partir de osas a la formación de aminoácidos aromáticos (fenilalanina y tirosina) vía ácido 
cinámico, el ácido 4-cumárico (Bruneton, 1993).  
Las cumarinas son un grupo muy amplio de principios activos fenólicos y tienen en común la 
estructura química de 1-benzopiran-2-ona fig. 2. Se caracterizan porque presentan fluorescencia 
bajo la luz ultravioleta, comúnmente fotosensibles y principalmente son solubles en solventes 
apolares. Las cumarinas biosintetizadas en las plantas son almacenadas en el interior de las 
vacuolas al igual que los alcaloides, los taninos y los lignanos. Su función en las plantas esta 
principalmente relacionado a la defensa, dado sus propiedades antimicrobianas, antialimentarias, 
protectoras de radiaciones UV e inhibidoras de la germinación. Las cumarinas, son conocidas por 
sus propiedades antiedematosas, se ha utilizado en la realización de estudios clínicos en pacientes 
con canceres avanzados: es inmunoestimulante y poseen actividad citotóxica. (Bruneton, 1993, 
pág. 265). 
 
Figura 2. Estructura química general de las cumarinas, con los sustituyentes más comunes. 
2.2.1.1 Cumarinas Sencillas  
Son hidroxicumarinas, como la umbeliferona y sus correspondientes heterósidos, se pueden 
encontrar en plantas superiores, aproximadamente en 100 familias. Estas presentan derivados 
oxigenados en las posiciones 6,7 y 8 del núcleo bencénico y en las posiciones 3 y 4 del núcleo 
lactona. Además, son los derivados (hidroxilados, alcoxilados y alquilados) de glicósidos de las 
1,2–benzopirona. En la naturaleza, un 95% de las cumarinas poseen un radical oxigenado en la 
posición 7. (Castillo & Martínez , 2007) 
 
 
R1= R3= H, R2 = OH; umbeliferona 
R1= R3= H, R2 = OCH3, herniarina 
R1= R2= OH , R3 = H; esculetol 
R1= OCH3, R2 = OH R3= H; escopoletol 
R1= OCH3, R2 = R3= OH; fraxetol 
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2.2.1.2 Cumarinas complejas  
Se encuentran dos grupos; las furanocumarinas y las piranocumarinas, tienen en su estructura un 
heterociclo oxigenado de 5 y 6 elementos respectivamente unido al anillo aromático. Pueden ser 
lineales debido a la unión en las  posiciones 6 y 7, o angulares donde se unen en posiciones 7 y 8. 
Este tipo de cumarinas son biológicamente más activos que las hidroxicumarinas, presentan 
fototoxicidad, son antifúngicos y en algunos casos son alergénicas. Las aflatoxinas son cumarinas 
peligrosas para los mamíferos, son hepatotóxicas. El interés farmacéutico de las cumarinas se debe 
a que actúan como tónicos venosos y agentes vasculares protectores. (Castillo & Martínez , 2007) 
 
Figura 3. Diversidad estructura de las cumarinas. (Ortiz , Puerto, Vargas, & Kouznetsov, 2018) 
2.3 Estudios Fitoquímicos de la especie Critoniella acuminata 
De Critoniella acuminata fueron aislados previamente Carbinol, dos derivados de Farnesen 
(C15H24) y una cumarina (ayapina) (Medina et al., 2007) determinaron la actividad antiinflamatoria 
del compuesto denominado 3-(Benzo[1,3]dioxol-5-il)-N-fenetil-acrilamida, (C18H17NO3) aislado 
del extracto diclorometánico de las partes aéreas de Critoniella acuminata , sobre el edema 
auricular inducido por aceite de crotón en ratón; (Espitia Y, 2010) evidenció el efecto 
antiinflamatorio del extracto etanólico total y la fracción acuosa de Critoniella acuminata frente a 
la colitis ulcerativa inducida por oxazolona; (Jaimes, 2010) investigó acerca del posible 
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mecanismos de acción por el cual el compuesto ayapina, aislado de Critoniella acuminata, ejerce 
parte de su efecto antiinflamatorio relacionado con la inhibición de enzimas de desgranulación 
leucocitaria. 
El estudio más reciente realizado por (Rocha & Español, 2012), concluyó que el extracto etanólico 
total y la fracción de diclorometano obtenidos de Critoniella acuminata presentan una buena 
actividad antiinflamatoria, comparada con el patrón indometacina y en relación con la actividad 
frente al radical hidroxilo, para las fracciones de acetato de etilo y el extracto etanólico total 
evidenciaron buenos resultados evaluados frente al patrón DMSO. En relación con la captación de 
óxido nítrico, el extracto y fracciones mostraron resultados similarmente buenos, comparados con 
el patrón ácido gálico. En la tabla 2 se relacionan algunos metabolitos secundarios identificados 
en estudios fitoquímicos del género critoniella. 
Tabla 2. Estructuras químicas de metabolitos secundarios encontrados en el género Critoniella 
ESPECIE NOMBRE IUPAC ESTRUCTURA 
 
 
 
 
 
 
Critoniella 
acuminata 
2,6,10 trimetildodecan-
2,7,9,11-tetraen-6-ol 
C15H240 (Bohlmann F. & 
Zdero C., 1984) 
 
 
 
CH3
CH2
CH3 CH3
OH CH3  
1-[2-(2-hidroxipropan-2-il)-1-
benzofuran-5-il] etan-1-ona 
C13H14O3 (Bohlmann F. & 
Zdero C., 1984) 
 CH3
O
CH3
CH3
OH
O
 
3-(2H-1,3-benzodioxol-5-il)-N-
(2-feniletil)prop-2-enamida 
C18H17O3 (Bohlmann F. & 
Zdero C., 1984) 
 
O
O
O
NH
 
2H-[1,3]dioxol[4,5-
g]cromen-2-ona  
C10H16O4 (Palacios et all, 
1999) 
O
O O O   
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2.4 Actividad antioxidante 
Se define como la capacidad que tienen algunos compuestos de inhibir o interrumpir los procesos 
de oxidación, dicho de otra manera tienen la capacidad de capturar radicales libres (especie 
molecular con uno o más electrones desapareados), causantes del estrés oxidativo, 
atribuyéndoseles a su vez un efecto beneficioso en la prevención de enfermedades tales como: 
cardiovasculares, circulatorias, cancerígenas y neurológicas.(Kuskoski, Asuero, Troncoso, 
Mancini-Filho, & Fett, 2005)  
A nivel bioquímico los mecanismos antioxidantes pueden ser enzimáticos o no enzimáticos. Los 
antioxidantes se pueden clasificar en antioxidantes primarios que previenen la formación de 
radicales libres; es decir que convierten las moléculas en sustancias menos perjudiciales. Y  
antioxidantes secundarios, este tipo de compuestos captura los radicales libres y evita las 
reacciones en cadena (Tobergte & Curtis, 2013). Para evaluar la actividad antioxidante in vitro, se 
utilizan métodos que consisten en la utilización de sustancias cromógenas de naturaleza radical; 
donde ocurre una pérdida de color  de forma proporcional con la concentración.(Kuskoski et al., 
2005) 
2.4.1 Método de captación de radicales libres por DPPH● (1,1-difenil-2- picrilhidrazina) 
Este método fue propuesto por Blois en 1958. Se fundamenta en la aceptación de un electrón o 
radical hidrogeno por la molécula 1,1-difenil-2-picrilhidrazina, que en solución en metanol es de 
color violeta intenso. La reacción es monitorea espectrofotométricamente a 517nm, dando lugar a 
la estabilización del radical DPPH●, ocurre una disminución en la absorbancia a medida que el 
electrón es aceptado, dando un color amarillo Fig 4. (Blois, 1958) 
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Figura 4. Estructura del DPPH● antes y después de la reacción con el antioxidante 
 
2.5 Citotoxicidad  
La citotoxicidad celular se define como una alteración de las funciones celulares básicas que conlleva 
a un daño que puede ser detectado. Para cuantificar la citotoxicidad de un compuesto se utilizan 
métodos que miden la actividad metabólica celular. Este método incluye el contacto de las células 
vivas en medio de cultivo y expuestas a concentraciones conocidas de los compuestos, incubación de 
las células, un colorante que tenga un estado oxidado, un agente transferidor de electrones, un sustrato 
para la enzima citoplasmática y la enzima citoplasmática liberada de las células muertas, a través de 
esta se determina la citotoxicidad. (Maira , Betancur, & Chel, 2013) 
2.5.1 Método para determinar la viabilidad celular por MTT 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol 
Las células viables fueron cuantificadas por el método MTT, que se basada en la reacción de 
reducción de la molécula de bromuro 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a 
cristales de formazan (insolubles en agua, pero solubles en DMSO), debido a la interacción con la 
enzima succinata deshidrogenasa que se encuentra en la membrana interna mitocondrial, y puede 
medirse por espectrofotometría a una longitud de onda de 540-595 nm (Mosmann, 1983). La 
viabilidad celular es directamente proporcional a la absorbancia, que se presentan los cristales de 
formazan en solución. El porcentaje de viabilidad se calcula con la siguiente ecuación 1: 
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𝐸𝐶1.   % 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 = 100 −
(𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴𝑏𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜)
(𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
𝑥100 
 
 
Figura 5.Reducción del bromuro de MTT a su formazan.(Grela, Kozłowska, & Grabowiecka, 
2018) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
23 
 
3 METODOLOGÍA  
3.1 Recolección y preparación del material vegetal 
El material vegetal se recolecto en el municipio de Nocaima, Cundinamarca en la vereda centro a 
una altitud de 1263 m.s.n.m. Dos ejemplares representativos debidamente prensados se llevaron al 
herbario Nacional para su análisis taxonómico e inclusión en el herbario, con número de registro 
COL 607206. El material se clasifico en hojas e inflorescencias, se dejó secar a temperatura 
ambiente por 4 días y se molió; en un molino de cuchillas a un tamaño de 5 mm. El material seco 
y molido peso 685 g de hojas y 350,5 g de inflorescencias.     
3.2 Extracción 
3.2.1 Extracción por Soxhlet   
El material vegetal de Critoniella acuminata se sometió a una extracción por Soxhlet con etanol 
al 96%, durante 40 h, se obtuvo extractos totales de hojas (ETH) e inflorescencias (ETF), estos se 
concentraron en un rotaevaporador Heidolph hasta eliminar el exceso de solvente. Los extractos 
pesaron 189 g y 17 g de hojas e inflorescencias respectivamente. Con los extractos totales se 
realizaron pruebas preliminares para establecer qué posibles compuestos estaban presentes. Con 
placas de silice 60 F254nm se realizaron dos cromatografías en capa delgada (CCD) usando como 
fase móvil: 1) CHCl3 y 2) CHCl3: MeOH en una relación 98:2.  Además se observó en la cámara 
de luz UV a una longitud de onda corta y larga de 255 nm y 366 nm respectivamente, también se 
utilizaron vapores de NH3. Se observaron compuestos con diferentes polaridades, dos compuestos 
que presenta fluorescencia a 266 nm uno amarillo-verdoso y otro de color azul celeste, asimismo la 
presencia de clorofilas.  
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Figura 6. Cromatografía en capa delgada observadas a UV  A) a 255 nm,  B) a 366 nm 
3.2.2 Floculación 
A 100 g del  ETH se agregaron 500 ml de una solución de Etanol: Agua 50:50 se calentó en una 
placa calefactora para garantizar la disolución del extracto; posteriormente se dejó en la nevera 
durante 24 h y se filtró al vació con un embudo Büchner y papel filtro. Se obtuvo un floculo y un 
sobrenadante. Este procedimiento se realizó con la finalidad de eliminar gran parte de las grasas y 
las clorofilas presentes en la muestra. El sobrenadante se concentró a presión reducida, se recolecto 
55,4g de este extracto (ETSH). 
3.3 Fraccionamiento y Purificación 
El fraccionamiento se realizó con cromatografía en columna (CC) donde se empleó como fase 
estacionaria silica gel (60 Merck 0.063-0.200 mm) y como fase móvil solventes grado analítico; 
CHCl3, MeOH y EtOH. Se pesó 23,5 g del (ETSH), debido a que la muestra presenta diferentes 
polaridades se decide aplicar en sólido. Para ello se realiza primero una disolución en CHCl3 
caliente y luego se realiza una pasta con silica gel. En total se recolectaron 39 fracciones: las F1-
26 con CHCl3 de modo isocrático, las  F27-30 con gradiente de concentración CHCl3: MeOH 99:1, 
las F31-39 con EtOH. Se hizo un seguimiento en CCD de cada fracción Fig.3 y se estableció por 
su elución las semejantes y de esta manera se mezclaron; las fracción de 5-10 líquido amarillo 
verdoso, 11-16 pasta blanca, 17-20 incoloras, 21-31 pasta verde y azul celeste visible en UV a 366 
nm.  
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Para eliminar sustancias polares se pesó 25 g del ETSH y se realizó un extracción sólido-líquido 
sucesiva (20 veces) con 100 ml de CH2Cl2 grado reactivo analítico en agitación constante. La parte 
apolar se concentró en el rotaevaporador obteniéndose 11,6 g un sólido de color verde. Con este 
solido se montó una segunda columna cromatográfíca utilizando la misma fase estacionaria, como 
fase móvil se realizó un CCD en CH2Cl2: MeOH 98:2 observando una difusión aceptable de los 
posibles compuestos. En total se obtuvieron 68 fracciones, según su apariencia de color (difusión 
en la columna) y análisis en CCD se unieron las fracciones al igual que en la anterior columna.  
De las fracciones 10-20 se unen y se realizan lavados con CH2Cl2 y se recristalizo con C6H14  
obteniendo un sólido de color blanco, de igual manera las fracciones 11-16 de la primera columna 
según la CCD son similares a este compuesto Ct1.  
Las fracciones de la 20-36 se unieron junto con las fracciones 21-31 de la primera columna 
realizando lavados con MeOH. Se montó una tercera columna para purificar el compuesto de 
fluorescencia azul celeste utilizando la anterior fase estacionaria (silicagel 60 Merck 0.063-0.200 
mm) y como fase móvil CHCl3, se siguió por CCD y se concentró a presión reducida obteniéndose 
un sólido incoloro Ct2. 
 
Figura 7. CCD del fraccionamiento CC en CHCl3 
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Figura 8. Diagrama general de extracción, fraccionamiento y purificación de metabolitos 
secundarios.  
Las elucidaciones de las estructuras químicas de los compuestos obtenidos se realizaron a partir 
de las técnicas analíticas espectroscópicas: RMN 1H, RMN 13C JMOD y UV-Vis. Los resultados 
de los espectros se obtuvieron en un equipo de resonancia magnética nuclear modelo Bruker de 
300 MHz, usando CDCl3 como solvente. Los desplazamientos químicos (δ) se expresan en partes 
por millón (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en hertzios (Hz). Para los espectros de UV 
se utilizó MeOH como solvente, realizando un barrido espectral entre 230-400 nm en el 
espectrofotómetro Jenway 6504.31. Debido a que el compuesto Ct1 es una posible impureza, 
donde se le realizaron análisis de RMN 1H, RMN 13C JMOD, UV-Vis y IR  para identificarlo se 
descartó el análisis puesto que es un compuesto aromático polinuclear y solo se trabajó con el 
compuesto Ct2. 
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3.4 Actividad Antioxidante por el método DPPH● (1,1-difenil-2- picrilhidrazina) 
Mediante este método se determinó la capacidad antioxidante de ETH, ETF, Ct2; se preparó en un 
balón aforado de 50 ml la solución stock en MeOH de DPPH● (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) a una 
concentración de 2 µg/mL, se dejó en reposo 24 horas, protegido de la luz. Para el análisis se 
preparó un blanco que contenía 1 ml de DPPH● y 0,2 ml MeOH. Como patrón de referencia se 
utilizó una solución stock de quercetina de 100 µg/mL, realizando una dilución de 50 µg/ml y 25 
µg/ml respectivamente. Se realizaron mediciones en un espectrofotómetro JENWAY 6405 
UV/VIS a una ʎ= 517 nm, en una celda de volumen reducido, se adiciono 1.0 ml de DPPH● y 0,2 
ml de la disolución a medir de (ETH, ETF, Ct1, Ct2). 
Para determinar la actividad antioxidante en los ETH, ETF se prepararon 10 ml de una solución 
stock a una concentración de 1000 µg/mL en MeOH, y diluciones de 500, 250 µg/mL, por 
consiguiente, al Ct2 se preparó una solución stock de 500 mg/L con diluciones de 250 y 125 mg/L. 
El tiempo de reacción fue de 10 y 20 minutos, observando un cambio de color, por consiguiente, 
se realizó los cálculos de acuerdo a la ecuación 2. 
𝐸𝐶2.  %𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝐴𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 =
(𝐴0 − 𝐴𝑚)
𝐴0
∗ 100 
A0 = Absorbancia de control negativo 
Am =Absorbancia de la muestra 
3.5 Actividad citotóxica por el método de MTT 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol 
Para el ensayo se utilizaron cajas de 96 pozos, donde se sembraron alrededor de 8000 células por 
pozo de las líneas celulares con una confluencia del 65-70 %, derivadas del cáncer de seno MDA-
MB-231, cáncer de pulmón A549 con medio DMEM y cáncer de próstata PC3 en medio EMEM, 
conservadas a temperatura de 37°C, estas fueron suspendidas en medio RPMI 1640 (Lonza) 
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (Biowest), 1 % de penicilina/estreptomicina y 1 % 
de L-Glutamina. Las células se incubaron a 37 °C y 5% de CO2 por 24 horas, tiempo para la 
formación de la monocapa celular.  
Posteriormente, se verificó la actividad celular utilizando el microscopio, seguido se realizó el 
tratamiento con las diluciones del ETH con concentraciones de 50-800 μg/mL, Ct2 con 
concentraciones de 5-80 μg/ml por triplicado. El control positivo usado fue la Vincristina a una 
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concentración de 100 μg/ml y control negativo células sin tratamiento. Las placas se incubaron por 
48 horas, después se retiró el medio y fue reemplazado por 100 μl de MTT (0.05 mg/ml) diluido 
en medio RPMI 1640 (sin indicador rojo fenol). Las placas se incubaron a 37 °C 5% de CO2 por 
3 horas, permitiendo la formación de los cristales de formazan, transcurrido el tiempo se desecha 
el sobrenadante y se agrega 100 μl de DMSO para disolver los cristales. Se realizó la lectura en el 
equipo BIO-RAD MODEL 680 a una longitud de onda de 595 nm.  
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4 RESULTADOS Y ANÁLISIS  
4.1 Evaluación del rendimiento  
De los extractos obtenidos de hojas e inflorescencias de Critoniella acuminata extraídas por 
shoxthet, se calculó el porcentaje de rendimiento según la Ecuación 3, los resultados se presentan 
en la Tabla 3. 
𝐸𝐶3.  % 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑣𝑒𝑔𝑒𝑡𝑎𝑙
∗ 100 
 
Tabla 3. Rendimiento de los extractos  
Muestra Masa del material 
vegetal 
Extracto Masa Final 
(g) 
% Rendimiento 
Inflorescencias 350 
 
Extracto 
EtOH 
 
17 
 
4,9 
Hojas 685 
Extracto 
EtOH 
189 
 
27,6 
Ct2 0,122 0,018 
   
 
 
Figura 9. CCD comparativa entre hojas (1) e inflorescencias (2). FE:(silicagel 60 Merck 0.063-
0.200 mm) FM: CHCl3. A (revelador UV a λ=254 nm) y B (revelador fluorescencia a λ=366 nm) 
   1          2 1          2 
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Se realizó una comparación en CCD en CHCl3 de los ETH y el ETF donde se puede observar la 
similitud de los compuestos, a longitud de onda de 254 nm (A) y 366 nm (B) como se observa en 
la Fig 9. Se decidió realizar los análisis con solo el ETH por su alto rendimiento en la extracción 
de un 27,6% y por su frente cromatográfico, puesto que presenta más compuestos según su elución 
en comparación con el ETF. 
4.2 Análisis estructural del Ct2. 
4.2.1 Características físicas  
Sólido blanco en forma de cristal amorfo, compuesto ligeramente soluble en MeOH, con un punto 
de fusión de 224±2 °C, se calculó el Rf en diferentes solventes como se muestra en la tabla 4. 
Mancha de color azul celeste al observarse al UV a λ=366nm. Para la elucidación y verificación 
de la estructura molecular del compuesto Ct2 se hicieron análisis de los espectros RMN 1H, 13C y 
UV. 
Tabla 4. Relación entre las distancias recorrida por el compuesto y por el eluyente desde el 
origen de la placa. 
Solvente Rf 
Cloroformo 0,29 
Diclorometano 0,26 
Hexano:Acetato de etilo (70:30) 0,43 
   
 
Figura 10. CCD observada a λ=366 nm. a) CHCl3; b) CH2Cl2 del compuesto Ct2 
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Grafica 1. Espectro UV del compuesto Ct2. Presenta un máximo de absorción a una longitud de 
onda de 345 nm.  
 
4.2.2 Análisis por RMN 1H. 
Para el estudio estructural del compuesto Ct2 se realizó el espectro RMN 1H utilizando como 
solvente CDCl3, en donde se aprecian  5 señales. En campos bajos a  δ = 6.09 ppm se destaca un 
singlete que integra para 2 hidrógenos correspondiente al grupo metilen dioxi. Las señales en δ = 
6,27 ppm (d, J= 9.5 Hz) y δ = 7.58 ppm (d, J= 9.5 Hz) son dobletes que integran para los hidrógenos 
ubicados en las posiciones 3 y 4, presentan una constante de acoplamiento característicos de las 
cumarinas simples indicando la posición orto entre estos dos. 
Para el anillo bencénico las señales presentes en δ = 6,82 ppm y δ = 6,83 ppm integran para los 
dos hidrógenos olefínico del benceno, en las posiciones 5 y 8. Su intensidad es muy similar 
solapándose uno sobre otro, propio de un sistema para del anillo aromático.  
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Grafica 2. Espectro de RMN 1H de  compuesto Ct2. 
En la tabla 5 se aprecian las señales obtenidas en el análisis experimental y su comparación con 
datos informados previamente por (Debenedetti, Nadic, Coussio, Kimpe, & Boeyken, 1997) 
confirmando los desplazamientos químicos, su multiplicidad junto con las constantes de 
acoplamiento. 
Tabla 5. Datos de RMN 1H del compuesto Ct2. Comparación entre los resultados experimentales 
y datos bibliográficos. 
 Datos Experimentales                                   Datos Referenciados  
δ 1H(ppm) No. de H Multiplicidad, J(Hz) Asignación 
δ 1H(ppm) Multiplicidad, 
J(Hz) 
(A) 7.58 1 (d, J= 9.5 Hz) 4-CH      7 58 d (J = 9.5 Hz) 
(B) 6.83 1 s 8-CH      6.82 s 
(C) 6.82 1 s 4-CH      6.82 s 
(D) 6.27 1 (d, J= 9.5 Hz) 3-CH      6.28 d (J = 9.5 Hz) 
(E) 6.07 2 s O-CH2-O 6.10 s 
      
1H RMN (300 MHz, CDCl3) 
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4.2.3 Análisis por  RMN 13C JMOD  
 
 
Grafica 3. Espectro de RMN 13C JMOD (75 MHz CDCl3) del compuesto Ct2. 
El espectro de 13C RMN se observan 10 señales. En campo bajo se encuentra la señal a δ=161,4 
ppm corresponde al carbono carbonilo del grupo lactona, los carbonos C6, C7 y C8’ son carbonos 
cuaternarios sp3 enlazados a átomos de oxígenos. Para los carbonos sp2  C4 y C3 son señales de 
metino del anillo lactona. Hacia campo bajo el desplazamiento químico δ=112.7 ppm el C4’ 
pertenece a carbono cuaternario unión entre los anillos de la cumarina. La señal a δ=102,3 ppm es 
característico del sustituyente metileno unido a dos oxígenos del grupo acetal. 
 
 
 
13C RMN JMOD (75 MHz, CDCl3) 
34 
 
Tabla 6. Datos de RMN 13C del compuesto Ct2 
 
 
Figura 11. Nombre IUPAC  2H-[1,3]dioxol[4,5-g]cromen-2-ona o 6,7-metilendioxicumarina 
El análisis de los espectros de RMN 1H de RMN 13C JMOD y de UV y la comparación de estos 
datos con investigaciones previas (Debenedetti et al., 1997) y (Maes et al., 2005) se verifica la 
estructura para el compuesto Ct2. 2H-[1,3]dioxol[4,5-g]cromen-2-ona (Ayapina)  
 
4.3 Evaluación actividad antioxidante por el método DPPH● (1,1-difenil-2- picrilhidrazina) 
A partir de los resultados en el ensayo de la actividad antioxidante de los extractos, ETH, ETF a 
concentraciones de 1000, 500, 250 µg/ml, y para el compuesto obtenido Ct2 a concentraciones de 
500, 250 y 125 µg/ml. 
En la gráfica 4 se observa la reducción del radical de DPPH● producto del patrón de quercetina, 
disminuye la absorbancia a medida que ocurre la reacción y esto se ve reflejado a medida que el  
                     Datos Experimentales                                                          Datos Referenciados  
Posición δ 13C (ppm) Asignación δ 13C (ppm) 
C2 161.4 C(cuaternario)O-C=O 161.2 
C7 151.4 C(cuaternario)-C-O 151.3 
C8’ 151.3 C(cuaternario) –C-O 151.3 
C6 145.1 C(cuaternario)-C-O 144.9 
C4 143.6 CH(metino) 143.5 
C3 113.5 CH(metino) 113.4 
C4’ 112.8 C(cuaternario)-C=C 112.7 
C5 105.2 CH(metino) 105.0 
C2’ 102.5 CH2(metileno)O-C-O 102.3 
C8 98.5 CH(metino) 98.4 
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electrón es aceptado cambiando a una coloración amarilla, debido a la presencia de grupos 
hidroxilos como se observa en la estructura ilustrada en la fig. 12. Por otro lado, se evidencia la 
baja actividad de las sustancias evaluadas, ya que no se observa una disminución en las 
absorbancias, se explicaría porque la estructura química de la ayapina, no presenta grupos donores 
de electrones, además la presencia del anillo aromático, sus enlaces químicos son estables, esto se 
debe al flujo resonante de electrones a lo largo de toda su estructura molecular.  
O
O
OH
OH
OH
OH
OH
 
Figura 12. Estructura molecular del compuesto 2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-
cromen-4-ona (Quercetina). 
 
 
Grafica 4. Grafico comparativo entre los compuestos y los extractos, con el patrón de quercetina. 
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Grafica 5. Porcentaje de actividad antioxidante de los extractos totales.  
 
Grafica 6. Porcentaje de actividad antioxidante de los compuestos obtenidos de Critoniella 
acuminata. 
En las gráficas 5 y 6 se observa un comportamiento constante debido a que los compuestos y 
fracciones evaluadas no presentan grupos donores de electrones, con los que pueda reducir el 
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radical DPPH●, las moléculas son medianamente apolares. Esto sería la posible razón de su baja 
actividad antioxidante.  
4.4 Evaluación de actividad citotóxica por el método de MTT 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol 
Este ensayo se realizó para determinar la actividad citotóxica del ETH y Ct2 de la Critoniella 
acuminata usando la técnica MTT frente a las líneas celulares MDA-MB231, PC3 y A549, donde 
el ETH se empleó en diferentes concentraciones de tratamiento 50, 100, 200, 400 y 800 µg/ml y 
el Ct2 a concentraciones de tratamientos de 5, 10, 20, 40 y 80 µg/ml. 
En la gráfica 7 se observa la viabilidad celular del ETH, que consideraron activos por presentar 
viabilidad igual o inferior a un 50 %. La citotoxicidad se expresa por medio de la viabilidad de las 
líneas celulares MDA-MB231, PC3 y A549 con tratamiento comparado con el control negativo 
células sin tratamiento con DMSO al 0,5%.  
 
Grafica 7. Porcentaje de viabilidad celular frente al tratamiento con ETH sobre líneas celulares 
de PC3, A549, MDA-MB231 determinado por la técnica in vitro MTT. 
 
En la gráfica 8 se observa la viabilidad celular del Ct2, no se considera activo por presentar un 
IC50  mayor a 80 µg/ml, que no se puede determinar ya que la curva se vuelve constante y no se 
puede extrapolar a viabilidad relativa 50. Esto se debe a que su estructura química no tiene grupos 
funcionales que interactúen con las células cancerosas probadas disminuyendo por algún 
mecanismo su proliferación. La citotoxicidad se expresa por medio de la cantidad de sustancia que 
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inhibe el 50% de la población celular de las líneas celulares MDA-MB231, PC3 y A549 con 
tratamiento comparado con el control negativo células sin tratamiento con DMSO al 0,5%. 
 
Grafica 8. Porcentaje de viabilidad celular frente a tratamiento con Ct2 sobre líneas celulares de 
PC3, A549, MDA-MB231 determinado por la técnica in vitro MTT. 
Todos los valores de la viabilidad celular del ETH comparados con las concentraciones (µg/ml), 
fueron sometidos a regresión logarítmica para determinar la concentración inhibitoria media 
(IC50) teniendo en cuenta las ecuaciones de la recta y el coeficiente de correlación. Ver Tabla 7 
Tabla 7.Ecuación de la recta y coeficiente de correlación de la actividad citotóxica del ETH de 
Critoniella acuminata. 
Células Ecuación de la recta Coeficiente de correlación 
PC3 y = -17,99ln(x) + 159,42 R² = 0,9617 
A549 y = -30,89ln(x) + 236,4 R² = 0,9729 
MDA-MB-231 y = -22,38ln(x) + 180,99 R² = 0,9931 
Ejemplo cálculo del IC50        
  ex =  
(50−180,99 )
−22.38
 
Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentración, el resultado obtenido para el 
ETH en la línea celular PC3, corresponde a un IC50 de 347 µg/mL 
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Tabla 8.Concentración inhibitoria  (IC50) del ETH frente a líneas celulares de A549 y PC3 
MDA-MB231 con 48 horas de tratamiento. 
Linea Celular  
CP+ IC50 µg/mL 
Vincristina Extracto Hojas  Ct2 
A549 0,023 437  >80 
MDA-MB231 0,037 415  >80 
PC3 0,0046 347  >80 
     
 
Grafica 9. Actividad citotóxica del ETH de Critoniella acuminata   comparado con estándar de 
referencia Vincristina. 
El IC50 en el ETH  se observa, que se requiere concentraciones mayores a 300 µg/ml para apreciar 
actividad citotóxica, esto se debe a la posible presencia de compuestos químicos con grupos 
funcionales que interactúan con los mecanismos disminuyendo la producción de células 
cancerígenas.  Usando la técnica MTT se analizó la actividad citotóxica de las hojas de Critoniella 
acuminata en las líneas celulares PC3, A549 y MDA-MB231 mostrando efectos citotóxicos 
evidenciado en el IC50 de la gráfica 9. 
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5 CONCLUSIONES  
 En las hojas e inflorescencia de la especie Critoniella acuminata se identificó la cumarina 
2H-[1,3]dioxol[4,5-g]cromen-2-ona ayapina, que es el compuesto más abundante con un 
rendimiento del 0.0189 % en las hojas. 
 Los extractos en etanol de hojas e inflorescencias y el compuesto 2H-[1,3]dioxol[4,5-
g]cromen-2-ona aislado de la especie vegetal Critoniella acuminata, no presentan 
actividad antioxidante, no poseen la propiedad de captar radicales libres por el método 
evaluado de DPPH ● (1,1-difenil-2- picrilhidrazina). 
 El IC50 para la cumarina 2H-[1,3]dioxol[4,5-g]cromen-2-ona es mayor a 80 µg/ml, no 
presenta actividad citotóxica por el método MTT, en comparación con el extracto 
etanolico de hojas ya que su IC50 es mayor a 300 µg/ml en las líneas celulares PC3, 
A549 y MDA-MB231 para apreciar su actividad citotóxica. 
 Se demuestra que la especie Critoniella acuminata no es una fuente natural de 
antioxidantes y presenta porcentajes de viabilidad celular baja.  
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6 RECOMENDACIONES  
 
Se recomienda seguir evaluando el extracto total de hojas, con la extracción de otros 
solventes, para determinar otra clase de metabolitos secundarios.  
 
De igual manera se recomienda estudiar el tallo, porque esta parte de la planta puede ser 
una fuente de metabolitos de diferente naturaleza.  
 
Para la extracción de la feniletilamida se recomienda utilizar la metodología de (Bohlmann 
F. & Zdero C., 1984) y realizar estudios de actividad antioxidante y citotóxica.  
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